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Figure 1-1 Hematopoietic differentiation. 
 
多発性骨髄腫の 40 歳未満の発症はまれで 60 歳代～70 歳代に多い疾患であり、日本












他の癌における骨折率より高く、また骨痛や骨折は Quality of life（QOL）を低下するだ













酸または抗 receptor activator for nuclear factor-B ligand（RANKL）抗体デノスマブが使用
される。これらの薬剤により、骨関連事象（病的骨折、骨病変に対する放射線治療、骨
病変に対する外科的手術、脊髄圧迫）の発現は抑制されたが未だに半数近くの患者で骨













 骨髄腫細胞は自ら分泌する tumor necrosis factor-（TNF-）、transforming growth factor-
（TGF-）、vascular endothelial growth factor（VEGF）などで骨髄微小環境に存在する骨
髄間質細胞を刺激する。その結果、骨髄間質細胞から interleukin-6（IL-6）、VEGF、stromal 
cell-derived factor 1 （SDF-1）、B cell activating factor belonging to the tumor necrosis factor 
family（BAFF）などのサイトカインが分泌される。そして骨髄腫細胞の表面に発現する
レセプターを介し、nuclear factor-kappa B（NF-B）、Ras/ERK、janus kinase（JAK）/signal 
transducer and activator of transcription-3（STAT3）、Phosphoinositide 3-kinase（PI3K）/Akt
などの細胞内シグナルが活性化され、増殖促進や抗アポトーシス作用などがもたらされ
る。IL-6 は多発性骨髄腫患者の血清において上昇しており、骨髄腫細胞の増殖・生存へ
の強い関与が示唆される（Hideshima et al. 2007、Saad et al. 2007、Lauta et al. 2003）。IL-
6 刺激により活性化するシグナルのうち、JAK/STAT シグナルは、骨髄腫細胞において
恒常的に活性化していることが報告されており（Yu et al. 2009、Ferchiou et al. 2017）、IL-
6 刺激による骨髄腫細胞増殖・生存に関与する重要なシグナルであると考えられる。ま
た、骨髄腫細胞の表面に存在する lymphocyte function-associated antigen （LFA-1）、very 
late antigen-4（VLA-4）などの接着分子と骨髄間質細胞表面の vascular cell adhesion 
molecule-4（VCAM-1）、フィブロネクチン、intercellular adhesion molecule-1（ICAM-1）
などのリガンドとの結合により MEK/ERK、Src などが活性化され、細胞増殖、抗アポ






されるが、多発性骨髄腫の患者では RANKL の発現が亢進し、OPG の発現が低下して
いる(Pearse et al. 2001)。また、macrophage inflammatory protein（MIP）-1α および MIP-1β
の産生が亢進している。（Hashimoto et al. 2004）骨髄腫細胞が産生する MIP-1α および
MIP-1βは、骨髄腫細胞に発現している VLA-4 を活性化し間質細胞との接着を促進する。
この接着により、骨髄腫細胞からの MIP-1 の分泌はさらに亢進するとともに、分泌され






RANKL シグナルには Src キナーゼが関与している（Figure 1-2）。 
 
Figure 1-2 Interaction of multiple myeloma cells in their bone marrow milieu. 
 
JAK2/Src キナーゼ阻害剤 NS-018 
 NS-018 は日本新薬で創製された ATP 競合型の JAK2 キナーゼ阻害剤であり、現在米
国において骨髄線維症を対象とした Phase1/2 試験を実施中である。JAK ファミリーに
属する JAK1、JAK2、JAK3、tyrosine kinase 2（Tyk2）キナーゼのうち、JAK2 キナーゼ
を選択的に強力に阻害するとともに、強い Src キナーゼ阻害作用を持つという特徴があ












的に亢進している（Nangalia et al. 2014）。そのほか、原発性骨髄線維症患者の約 20%～
30%で Calreticulin 遺伝子変異が認められるが、Calreticulin 変異細胞では JAK-STAT 経路
が活性化していることが報告されている（Araki et al. 2016、Chachoua et al. 2016）。これ
らのことから骨髄線維症を対象として JAK2キナーゼを標的とした分子標的薬が数多く
開発されているが、NS-018 はその中で唯一 JAK2 キナーゼと共に強い Src キナーゼ阻害
作用を持つ薬剤である。Src キナーゼも JAK2 キナーゼと同様に非受容体型チロシンキ




 多発性骨髄腫において IL-6/JAK/STAT シグナルは骨髄腫細胞の増殖・生存に深く関与
していると考えられる。また、骨髄腫細胞と骨髄微小環境との接着や骨吸収の促進シグ
ナルには Src キナーゼが関与していることが分かっている。本研究では JAK2 キナーゼ



















は IL-6 量が上昇していることが報告されており、IL-6 は骨髄腫細胞の増殖・生存に関
与していると考えられる。骨髄腫細胞は IL-6 受容体を発現しており、IL-6 刺激により
JAK/STAT シグナルや Ras/ERK シグナル、PI3K シグナル等が活性化される。そのうち
JAK/STAT シグナルは、骨髄腫細胞において恒常的に活性化していると報告されており、
IL-6 刺激による骨髄腫細胞増殖・生存に関与する重要なシグナルであると考えられる。 
IL-6受容体に IL-6が結合すると IL-6受容体は gp130タンパクと共に二量体を形成し、
JAK1/2 を活性化する。JAK1/2 は自己リン酸化と gp130 のリン酸化を行い、Gp130 のリ
ン酸化残基に SH2 ドメインを介して STAT3 が結合する。STAT3 は JAK1/2 によってリ
ン酸化されると二量体を形成して核内に移行し、標的遺伝子の転写を調節する。AG490、
pyridone 6、INCB16562、CYT387、AZD1480 といった JAK キナーゼ阻害剤は IL-6 依存
性の骨髄腫細胞増殖・生存を抑制することが報告されている。（De Vos et al. 2000、
Pedranzini et al. 2006、Li et al. 2010、Scuto et al. 2011、Monaghan et al. 2011）このように、
JAK キナーゼ阻害剤やその下流シグナルの阻害剤は多発性骨髄腫患者に有用であると
考えられるが、現在治療薬として使われているものはない。 
そこで本章では JAK2 キナーゼ阻害剤である NS-018 の多発性骨髄腫細胞に対する増




NS-018 の作用を評価した。次にヒト血球細胞における IL-6 添加による STAT3 のリン酸
化作用、またそのリン酸化に対する NS-018 の作用を検討した。そして多発性骨髄腫細
胞株を用いて IL-6 添加による STAT3 のリン酸化亢進作用およびリン酸化に対する NS-











 Ba/F3 JAK2 V617F 細胞（日本新薬にて作製）、U266 細胞（ATCC、米国）、RPMI 8226
細胞（JCRB、大阪）、KMM-1 細胞（JCRB、大阪）、ARH-77 細胞（DSMZ、ドイツ）は
10% Fetal bovine serum （FBS）（Biowest、USA）を含む RPMI-1640 倍地（シグマアル
ドリッチジャパン、東京）、PCM6 細胞（理研、茨城）は 10%FBS を含む McCoy’s 5A 培
地（シグマアルドリッチジャパン、東京）中で、37℃、5%CO2条件下で培養した。 
 
2.2.2. ELISA 法 
 
・溶血処理 
 血液に 10 倍量の ACK Lysing Buffer（ThermoFisher、米国）を加え、室温で 5 分間静
置する。遠心（300g、5 分、室温）した後、Phosphate buffered saline（PBS）（ナカライテ
スク、京都）で 2 回洗浄することで溶血処理を行った。 
 
・細胞抽出液調製 
 PBS で 2 回洗浄した細胞株またはヒト血液由来細胞に Cell Extraction Buffer


















2.2.4. Western blotting 法 
 
・細胞抽出液調製 




液（50 mM Tris-HCl (pH6.8)、2% SDS、0.1% bromophenol blue、10% 2-メルカプトエタノ
ール、10% glycerol）を容量比 4：1 で添加して 95℃、5 分間過熱し、-80℃で凍結保存し
た。 
 
・SDS 電気泳動および Immunoblotting 
  10% e-pagel を用いて室温で 1 時間電気泳動（20 mA/plate）した。泳動後のゲルを
あらかじめ 100% メタノールで活性化した PVDF 膜（Merck Millipore、米国）に、110 
mA で 60 分間ブロッティングした。ブロッティング終了後、同膜を 5%BSA（ナカライ
テスク、京都）/TBST（150 mM NaCl および 0.1% Tween20 を含む Tris-HCl (pH7.5) 緩衝
液）または 5% skim milk/TBST 中で 1 時間ブロッキングした。この PVDF 膜を、Can Get 
Signal Solution1（TOYOBO、大阪）で適度な倍率に希釈した 1 次抗体（抗 phospho-STAT3
抗体（#9138S、CST ジャパン、東京）、抗 anti-STAT3 抗体（#9132 、CST ジャパン、東
京））と、4℃で一晩静置した。翌日、TBST を用いて 3 回洗浄した。次に Can Get Signal 
Solution2（TOYOBO、大阪）で 2 次抗体（horseradish peroxidase conjugated anti-mouse IgG 
antibody (#NA931V) または anti-rabbit IgG antibody (#NA934V)、GE Healthcare Japan、東




PVDF 膜を ECL advance（GE ヘルスケアジャパン、東京）と反応させたのち、化学発光
を Chemidoc XRS+システム（BioRad、米国）を用いて検出した。 
 
2.2.5. 増殖アッセイ（MTT 法） 
 
 90 μL/well ずつ 96well プレートを用いて各日数培養した細胞に対し、Cell Counting kit-










2.3.1. Ba/F3 JAK2V617F 細胞株におけるリン酸化
STAT3 に対する NS-018 の作用 
 
JAK2V617F 変異は真性赤血球増加症や慢性特発性骨髄線維症といった慢性骨髄増殖
性疾患を中心に多くの症例で認められる変異であり、JAK2 キナーゼの 617 番目のアミ
ノ酸のバリンがフェニルアラニンに置換されている。この変異によりサイトカイン非存
在下で JAK2 キナーゼの恒常的亢進が起こる。Ba/F3 JAK2V617F 細胞は Ba/F3 細胞に
JAK2V617F 変異を導入し、JAK2 キナーゼシグナルを常時活性化させた細胞株である。
Ba/F3 JAK2V617F 細胞におけるリン酸化 STAT3 に対する NS-018 の作用を検討した。
Ba/F3 JAK2V617F 細胞株に NS-018 を 0 または 1 μM で添加し、3 時間後に細胞抽出液
を得た後、ELISA 法にてリン酸化 STAT3 を測定した。その結果、Ba/F3 JAK2V617F 細
胞株においてリン酸化 STAT3 は NS-018 の添加により抑制された（Figure 2-1）。 
 
Figure 2-1 Inhibition of p-STAT3 by NS-018 in Ba/F3 JAK2 V617F cells. 
Ba/F3 JAK2 V617F cells were incubated with or without 1 uM NS-018 for 3 h. Cells were harvested 




2.3.2. ヒト血中 IL-6 測定法の条件検討 
 
ヒト血球細胞において IL-6 添加による STAT3 の活性化（リン酸化）が認められるか、
またそのリン酸化に対する NS-018 の作用を検討する目的で、まずは測定法の条件検討
を行った。最初に IL-6 濃度、刺激時間、必要血液量の検討を行った。健常人由来血液
300 μL または 1 mL に対し、IL-6（Recombinant Human IL-6（R&D Systems、米国））を
30 ng/mL または 100 ng/mL 添加して 15 分後または 1 時間後に細胞抽出液を得た。続い
て ELISA 法を行い、リン酸化 STAT3 を測定した。その結果、IL-6 濃度（30 ng/mL また
は 100 ng/mL）、刺激時間（15 分または 1 時間）、血液量（300 μL または 1 mL）のいず
れの条件においても IL-6 の添加によりリン酸化 STAT3 量の増加が認められた（Figure 
2-2）。必要最小限の資源を用いて検討するために、IL-6 濃度を 30 ng/mL、刺激時間を 15
分、血液量を 300 μL の条件で検討することとした。 
 
Figure 2-2 Validation of ELISA assay conditions. 
Whole blood samples (1 mL or 300uL) were incubated with or without IL-6 (30 ng/mL or 100 ng/mL) 
for 15 min or 1h. Hemolyzed samples were lysed and the lysates were analyzed for p-STAT3 by ELISA.  
 
続いて細胞抽出液を得る前の溶血処理の必要性を検討した。血液 300 μL に IL-6（30 








Figure 2-3 Validation of ELISA assay conditions. 
Whole blood samples were incubated with or without 30 ng/m IL-6 for 15 min. Hemolyzed or not 
hemolyzed samples were lysed and the lysates were analyzed for p-STAT3 by ELISA.  
 
2.3.3 ヒト血球細胞における IL-6/JAK2/STAT3 シグ
ナルに対する NS-018 の作用 
 
ヒト血球細胞における IL-6 添加による STAT3 のリン酸化に対する NS-018 の作用を
検討する目的で、これまでに決めた条件でリン酸化 STAT3 を測定した。健常人由来血
液 300 μL 中に NS-018（0、300、1000、3000 nM）および IL-6（0、30 mg/mL）を添加し、
3 時間インキュベートした後に細胞抽出液を得た。続いて ELISA 法を行い、リン酸化
STAT3 を測定した。その結果、IL-6 の添加による STAT3 のリン酸化は、NS-018 により
濃度依存的に抑制された。また IL-6の添加がない状態のリン酸化 STAT3に対してもNS-





Figure 2-4 Inhibition of p-STAT3 by NS-018. 
Whole blood samples were treated with the indicated concentrations of NS-018 and incubated with 
or without 30 ng/mL IL-6 for 3 h. Not hemolyzed samples were lysed and the lysates were analyzed 
for p-STAT3 by ELISA. 
 
2.3.4. 多発性骨髄腫細胞株における IL-6 添加による
JAK2/STAT3 シグナル活性化 
 
次に骨髄腫細胞において IL-6 の添加により JAK2/STAT3 シグナルの活性化が認めら
れるか検討するため、PCM6、U266、RPMI 8226、KMM-1、ARH-77（多発性骨髄腫細胞
株）を用いて以下の検討を行った。それぞれの細胞に IL-6（5 ng/mL）を添加し 5%CO2
環境下で 2 時間インキュベートした後に細胞抽出液を回収し、Western Blotting 法により
p-STAT3 および STAT3 の発現を確認した。その結果、強弱はあるが 5 種全ての細胞株





Figure 2-5 IL-6 increases phosphorylated STAT3 in multiple myeloma cell lines.  
Myeloma cells were incubated with or without 5 ng/mL IL-6 for 2 h. The cells were harvested and 
lysed and the lysates were analyzed for STAT3 and p-STAT3 by western blotting. 
 
2.3.5.  多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株 に お け る IL-
6/JAK2/STAT3 シグナルに対する NS-018 の作用 
 
2.3.4.において IL-6 の添加により特に強い STAT3 のリン酸化が認められた PCM6、
U266、RPMI 8226 を用いて、IL-6 により活性化された STAT3 に対する NS-018 の作用を
検討した。細胞に IL-6（10 ng/mL）を添加し 2 時間後に NS-018（0、10、30、100、300、
1000、3000 nmol/L）を添加した。5%CO2環境下で 30 分間インキュベートした後に細胞
抽出液を回収し、Western Blotting 法を行い、リン酸化 STAT3 および STAT3 の発現を確






Figure 2-6 Inhibition of STAT3 signaling by NS-018. 
PCM6, U266, and RPMI 8226 cells were incubated with 10 ng/mL IL-6 for 2 h and then treated with 
the indicated concentrations of NS-018 for 30 min. The cells were harvested and analyzed for 
STAT3 and p-STAT3 by western blotting.  
 
2.3.6. 多発性骨髄腫細胞株における IL-6 依存性細胞
増殖に対する NS-018 の作用 
 
IL-6 は骨髄腫細胞と微小環境との相互作用により周辺細胞から分泌され、骨髄腫細胞
の増殖に関与すると考えられている。そこで PCM6、RPMI 8226 を用いて IL-6 により促
進すると考えられる細胞増殖に対する NS-018 の作用を検討した。まず PCM6 に IL-6
（10 ng/mL）および NS-018（0、10、30、100、300、1000 nmol/L）を添加した。5%CO2
環境下で 3 日間インキュベートした後に MTT 法にて細胞数を測定した。その結果、IL-






Figure 2-7 Antiproliferative effect of NS-018 against PCM-6 activated by IL-6  
PCM6 cells were incubated with or without 10 ng/mL IL-6 and the indicated concentrations of NS-
018 for 3 days and cell viability was analyzed by MTT assay. Bars represent the mean ± S.E.M. (n 
= 3).  
 
次に RPMI 8226 に NS-018（0、156.25、312.5、625、1250、2500 nmol/L）および IL-6
（10 ng/mL）を添加した。5%CO2環境下で 3 日間インキュベートした後に MTT 法にて
細胞数を測定した。その結果、IL-6 添加による細胞増殖促進作用が認められず、また NS-





Figure 2-8 Antiproliferative effect of NS-018 against RPMI 8226.  
RPMI 8226 cells were incubated with or without 10 ng/mL IL-6 and the indicated concentrations of 
NS-018 for 3 days and cell viability was analyzed by MTT assay. Bars represent the mean ± 








本章では IL-6 により活性化された JAK2/STAT3 シグナルに対する JAK2 キナーゼ阻
害剤 NS-018 の作用を検討した。 
まず JAK2 キナーゼシグナルが恒常的に亢進している Ba/F3 JAK2V617F 細胞を用い
た検討により、NS-018 が JAK2 キナーゼシグナルの下流であるリン酸化 STAT3 を抑制
することが示された。次にヒト血球細胞を用いた検討によって IL-6 添加により STAT3
のリン酸化が亢進し、そのリン酸化は NS-018 によって抑制されることが分かった。IL-
6 非添加のリン酸化 STAT3 に対しても NS-018 は濃度依存的に抑制する傾向を示した
が、これはもともと体内に存在した IL-6 によって上昇したリン酸化 STAT3 を抑制した
ものと考えられる。 
次に多発性骨髄腫細胞株においても同様に IL-6 により JAK2/STAT3 シグナルの活性
化が認められるか、またその活性化および活性化による細胞増殖亢進に対する NS-018
の作用を検討した。 
まず多発性骨髄腫細胞株において IL-6 の添加により STAT3 のリン酸化が亢進するか
検討したところ、用いた 5 種全ての細胞株でリン酸化 STAT3 の増加が確認された。次
に IL-6 添加によりリン酸化 STAT3 が強く上昇した 3 株を用いて NS-018 の効果を検討
したところ、IL-6 により上昇したリン酸化 STAT3 は NS-018 によって濃度依存的に抑制
されることが示された。最後にそのうち 2 種類の骨髄腫細胞株を用いて 3 日間の増殖ア
ッセイを行ったところ、PCM6 では IL-6 の添加により増殖促進が認められ、その増殖は
NS-018 によって濃度依存的に抑制されることが見出された。これらの結果より、多発
性骨髄腫において NS-018 は JAK2/STAT3 シグナル抑制を介して微小環境から分泌され
た IL-6 による骨髄腫細胞の増殖を抑制すると考えられる。一方 RPMI 8226 ではそもそ
も IL-6 の添加により増殖の促進が認められず、また NS-018 もその増殖を抑制しなかっ
た。RPMI 8226 は KRAS、p53、NIK などの遺伝子変異を持つ細胞であるため、もとも
とこれらの変異により細胞増殖や抗アポトーシスシグナルが活性化している
（Demchenko et al. 2010、Ikediobi et al. 2006）。IL-6 の添加によりリン酸化 STAT3 の上昇
は認められたが、そもそもそれらの変異によって細胞増殖シグナルが常に亢進した状態
にあり、IL-6 の添加でさらなる増殖亢進は認められなかったのではないかと考察する。




以上の結果より、多発性骨髄腫細胞は IL-6 により JAK2/STAT3 シグナルが活性化し、
IL-6 依存性の骨髄腫細胞では増殖が亢進すること、そしてその IL-6 依存的な骨髄腫細
胞の増殖を NS-018 は抑制することが分かった。IL-6 は多発性骨髄腫における重要なサ
イトカインであり、多発性骨髄腫患者の血清中 IL-6 量は病態の悪性度と比例すること













NS-018 は強力な ATP 競合型 JAK2 キナーゼ阻害剤であるとともに、c-Src キナーゼ、
Fyn キナーゼ、Yes キナーゼといった Src ファミリーチロシンキナーゼに対しても強い
阻害作用を持つことがこれまでに分かっている（Nakaya et al. 2011）。Src ファミリーチ
ロシンキナーゼは大腸癌、乳癌、膵臓癌、メラノーマなど多くの固形腫瘍において活性
化が認められており、腫瘍の転移や浸潤に関与していると考えられている。NS-018 は
Src ファミリーチロシンキナーゼの中でも特に c-Src キナーゼに対して強い阻害作用を
持っている。c-Src はがん原遺伝子であり、その活性化変異体である v-Src はがん遺伝子
として知られている。これまでに酵素を用いた in vitro キナーゼアッセイ系による検討
により、NS-018 が強い c-Src キナーゼ（以下、Src キナーゼとする）阻害作用を持つこ
とは分かっているが、IC50の算出や細胞を用いた検討は行っていない。また、原子レベ
ルでの阻害様式も明らかとなっていない。 
そこで本章ではまず酵素を用いたアッセイ系にて NS-018 の Src キナーゼ阻害作用
（IC50）を算出した。次に原子レベルでの分子間相互作用の点から NS-018 による Src キ
ナーゼ阻害の作用機序を明らかにするため、ドッキング解析を行った。最後に、細胞を











 NS-018 を添加したストレプトアジビンコートプレート（DELFIA Microtitration strip 
(Perkin Elmer)、米国）に基質溶液（ATP、ビオチン標識 Lyn 基質（配列；XEQ / EDE / 
PEG / DYF / EWL / EPE（X:-aminocaproic acid）、Genemed Synthesis 社、米国）、MgCl2）
を 20 L ずつ添加し、撹拌した。次に Src キナーゼ溶液（カルナバイオサイエンス、兵
庫）を 20 L ずつ添加して撹拌し、30℃で 1 時間反応させた。反応における最終濃度は
ATP 25 M、Lyn 基質 250 nM、MgCl2 10mM、Src キナーゼ 1 nM で行った。反応終了後、
プレートを Wash バッファー（50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.02 % Tween-20）
で 4 回洗浄し、ブロッキングバッファー（50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.02 % 
Tween-20, 0.1 % BSA）を 150 L ずつ添加して、30℃で 30 分間ブロッキングを行った。
ブロッキングバッファーを取り除き、抗体溶液（50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 
0.02 % Tween-20, 0.1 % BSA, 25 ng/ml HRP 標識 PY20 抗体（BD Bioscience、米国））を
100 L ずつ添加して、30℃で 30 分間インキュベートした。プレートを Wash バッファ
ーで４回洗浄し、TMB 溶液（シグマアルドリッチジャパン、東京）を 100 L ずつ添加
して発色させた後、0.1 M H2SO4を 100 L ずつ添加して反応を停止させた。その後マイ





解析は Maestro 9.2 (Schrödinger LLC、米国) のデフォルトの推奨値を使用しておこな
った。Src キナーゼの立体構造は Protein Data Bank (ID, 3F6X)から取得した。Maestro の
Protein Preparation 機能により 3F6X の X 線構造に水素原子の付加と電荷の割り当てを










KMS-12-BM 細胞（JCRB、大阪）、KMS-28-PE 細胞（JCRB、大阪）は 10%FBS を含む
RPMI-1640 倍地中で、37℃、5%CO2条件下で培養した。RPMI 8226 細胞、KMM-1 細胞、
U266 細胞は 2.2.1 の方法に準じて培養した。 
 
3.2.4. Western blotting 法 
 
 2.2.4.の方法に準じる。1 次抗体は抗 phospho-Src抗体（#2101S）、抗 Src 抗体（#2109S）、
抗 phospho-FAK（Focal adhesion kinase）抗体（#3281S）および抗 FAK 抗体（#3285S）





の MTT 法のモデル式を用いて、測定した吸光度について非線形回帰分析を行い IC50値









3.3.1. 酵素アッセイ系を用いた Src キナーゼに対す
る NS-018 の作用 
 
 ストレプトアジビンコート 96well プレートに NS-018 を終濃度が 0、0.01、0.03、0.1、
0.3、1、3、10、30、100、300、1000 nM となるように添加したのち、キナーゼアッセイ
を行い、NS-018 の Src キナーゼ阻害作用（IC50）を算出した。その結果、NS-018 は Src
キナーゼを 12 nM の IC50で阻害した（Table 3-1）。 
 
Table 3-1 Inhibition of Src kinase activity 
化合物名 Src キナーゼ阻害作用（IC50, nM） 
NS-018 12 
 




Src キナーゼおよび JAK2 キナーゼと NS-018 の結合様式を比較した。NS-018 と Src キ
ナーゼ X 線結晶構造の in silico ドッキング解析を行った結果、NS-018 は Src キナーゼ
の activation loop の DFG（Asp-Phe-Gly）モチーフ直前のアミノ酸（Ala）と近接してい
た（Figure 3-1B）。一方 JAK2 キナーゼにおいてはその位置は Gly であり、NS-018 と
JAK2 キナーゼの結合において重要なアミノ酸残基であることが報告されている（25 
Nakaya et al. 2011、39 Nakaya et al. 2014）（Figure 3-1A）。JAK2 キナーゼにおける Gly や






Figure 3-1 NS-018 binds to Src kinase. (Docking models) 
The backbone of JAK2 is shown in green (A), the backbone of Src kinase in cyan (B), and the 
surface of NS-018 in pink (both panels). For clarity, only the amino acid side chains of the DFG 
motif are shown.  
 
3.3.3. 細胞株における Src シグナルに対する NS-018
の作用 
 
細胞における Src キナーゼシグナルに対する NS-018 の作用を検討するため、マウス
胎児線維芽細胞株 NIH3T3 に c-Src の活性変異体である v-Src を過剰発現させた
NIH3T3/v-Src 細胞および多発性骨髄腫細胞株 RPMI 8226 を用いた。NIH3T3/v-Src また
は RPMI 8226 に NS-018（0、10、100、300、1000 nmol/L）を添加し、30 分後に細胞抽
出液を回収し、Western Blotting 法によりリン酸化 Src および Src の発現、さらに Src シ
グナルの下流に存在するリン酸化 FAK、FAK の発現を確認した。その結果、いずれの






Figure 3-2 NS-018 suppresses Src/FAK phosphorylation in NIH3T3/v-Src cells.  
(A)NIH3T3/v-Src and (B)RPMI 8226 cells were incubated with the indicated concentrations of NS-
018 for 30 min. Cells were harvested and lysed with cell lysis buffer and the lysates analyzed by 
western blotting.  
 
3.3.4. 多発性骨髄腫細胞株における Src シグナルに
対する NS-018 の作用 
 
多発性骨髄腫細胞株 KMM-1、U266、KMS-12-BM、KMS-28-PE における NS-018 の Src
キナーゼに対する作用を検討した。各細胞株に NS-018（1 μmol/L）を添加し、30 分後
に細胞抽出液を回収し、Western Blotting 法によりリン酸化 Src、Src、リン酸化 FAK お
よび FAK の発現を確認した。その結果、用いた全ての細胞において NS-018 によるリン






Figure 3-3 NS-018 suppresses Src/FAK phosphorylation in multiple myeloma cells.  
Myeloma cells were incubated with or without 1 umol/L NS-018 for 30 min. The cells were 









 これまでに酵素を用いたキナーゼアッセイにおいて NS-018 が強力に JAK2 キナーゼ
を阻害する（IC50値 0.72 nmol/L）（Table 3-2）とともに、Src キナーゼに対しても強い阻
害作用を示すことが報告されている（100 nM における阻害率 100.6%）（Nakaya et al. 
2011）。本章ではまず 3.3.1.において Src キナーゼに対する IC50値が 12 nM であることが
分かった。これは JAK2 以外の JAK ファミリーキナーゼ（JAK1、JAK3、TYK2）に対
する阻害作用と比べても強く、NS-018 が強力に JAK2 キナーゼおよび Src キナーゼ阻害
作用を持つことが示された。 
Table 3-2 Inhibition of JAK kinase family activity（Nakaya et al. 2011 より引用） 
化合物名 
キナーゼ阻害作用 (IC50, nM) 
JAK1 JAK2 JAK3 TYK2 
NS-018 33 0.72 39 22 
 
次に NS-018 の Src キナーゼ阻害作用を結合様式から解析した。NS-018 と JAK2 キナ
ーゼが結合した X 線結晶構造から、NS-018 が ATP 結合部位に結合するために activation 
loop の DFG モチーフ直前のアミノ酸が Gly であることが重要だということが分かって
いる。NS-018 と Src キナーゼの X 線結晶構造とのドッキング解析により、Src キナーゼ
と NS-018 の結合様式は JAK2 キナーゼと NS-018 の結合様式とよく似ており、JAK2 キ
ナーゼの Gly に対応する位置にある Src キナーゼの Ala が NS-018 との相互作用に重要
であることが示された。Gly は最も小さいアミノ酸であり、Ala は 2 番目に小さいアミ
ノ酸であることから、キナーゼの DFG モチーフ直前に Gly や Ala といった小さいアミ
ノ酸残基が位置していることが NS-018 との結合に重要であると考えられる。以上の
JAK2 と Src の結晶構造を用いた考察により、JAK2 キナーゼと Src キナーゼに対して
NS-018 が強力かつ選択的な阻害作用を持つ理由を、その結合様式の観点から説明でき
た。 
最後に細胞を用いた検討によって、NS-018 が Src およびその下流に存在する FAK の
リン酸化を阻害することが分かり、NS-018 が細胞において Src シグナル抑制作用を持
つことが明らかとなった。ただし、NIH3T3/v-Src 細胞は Src シグナルが恒常的に活性化





いないため、もともとリン酸化 Src 量が少なく、確認しづらい結果となった。 
本章における検討から、NS-018 との結合には Src キナーゼの DFG モチーフ直前の
























分子インテグリン（LFA-1 や VLA-4 等）が中心的な役割を果たしている。インテグリ
ンの活性化によって接着班キナーゼ（FAK キナーゼ）の Y397 が自己リン酸化されると
SH2 ドメインを介して Src キナーゼが結合する。続いて Src キナーゼが FAK の他のチ
ロシン残基（Y576 や Y577）をリン酸化し、グナル伝達のアダプタータンパク質がリク
ルートされるとともに、Paxillin などのほかの接着班構成分子や Crk に会合している基
質の p130 Cas がリン酸化される。その結果、骨髄腫細胞内で PI3K や AKT、MAPK
（mitogen-activated protein kinase）/ERK（extracellular signal-regulated kinase）、NF-κB シ
グナル等のシグナル伝達が活性化し、細胞増殖、抗アポトーシス作用の誘導により薬剤
耐性を獲得する（Mitra SK et al. 2006、Aoudfit F et al. 2012）。 
本章では骨髄腫細胞株とⅠ型コラーゲン、フィブロネクチン、VCAM-1 との接着に対




用によるものか Src キナーゼ阻害作用によるものかを明らかにするため、Src キナーゼ













4.2.2. VCAM-1 コーティングプレートの作製 
 
滅菌水に溶かして 1 mg/mL とした rhVCAM-1（R&D systems、米国）を PBS で 100 倍
希釈した後、96well plateに 40 L ずつ添加し、4℃で一晩インキュベートした。3 回 PBS
で洗浄した後、1% BSA/PBS を 40 L ずつ添加し 37℃で 1 時間インキュベートした。さ




 インキュベート後の 96well プレートを 100g、室温で 2 分間遠心後に上清を除き、ホ
ルムアルデヒドを 10 L ずつ添加し固定した。その後 PBS で 2 回洗浄後、0.05% Crystal 
Violet/PBS を 100 L ずつ添加し、室温で 1 時間インキュベートした。続いて PBS で 3
回洗浄後、100 L の Sorenson’s Buffer（30 mM クエン酸ナトリウム、0.06% 塩酸、50% 







計測した細胞数について SAS version 9.1.3（SAS institute）を用いて平均値、標準誤差











対する NS-018 の作用 
 
多発性骨髄腫細胞株 RPMI 8226 と細胞外マトリックスであるⅠ型コラーゲンの結合
に対する NS-018 の作用を検討した。RPMI 8226 細胞と NS-018 またはダサチニブまた
は Ruxolitinib（0、10、100、1000、10000 nmol/L）を 37℃、5%CO2環境で 30 分インキ
ュベートした後、Ⅰ型コーティングプレート（Collagen Type I coated 96well plate（グラ
イナージャパン、東京））に播種した。37℃、5%CO2環境で 1 時間インキュベートした
後、接着細胞数を測定した。その結果、NS-018 およびダサチニブによりⅠ型コラーゲ







Figure 4-1 Inhibition of cell adhesion to collagen type 1 by NS-018 
RPMI 8226 cells were treated with the indicated concentrations of tyrosine kinase inhibitor for 30 
min and then seeded on a 96-well plate coated with collagen type 1 and incubated for 1h. The 
unattached cells were then gently washed off and the attached cells were stained with 0.05% crystal 
violet. The dye was dissolved with 50% ethanol and the absorbance at 595 nm was measured. Bars 
represent the mean  S.E.M. (n = 6). Statistical significance was determined by Dunnett’s test (*, 
P<0.05; **, P<0.01 vs. 0 nmol/L). 
 
4.3.2. 多発性骨髄腫細胞とフィブロネクチンの結合
に対する NS-018 の作用 
 
RPMI 8226 と接着分子フィブロネクチンの結合に対する NS-018 の作用を検討した。
RPMI 8226 細胞と NS-018 またはダサチニブまたは Ruxolitinib（0、10、100、1000、10000 
nmol/L）を 37℃、5%CO2環境で 30 分インキュベート後、フィブロネクチンコーティン
グプレート（Fibronectin coated 96well plate（Corning、米国））に播種した。37℃、5%CO2
環境で 1 時間インキュベートした後、接着細胞数を測定した。その結果、NS-018 およ
びダサチニブは濃度依存的にフィブロネクチンと結合する RPMI 8226 細胞数を減少し






Figure 4-2 Inhibition of cell adhesion to fibronectin by NS-018 
RPMI 8226 cells were treated with the indicated concentrations of tyrosine kinase inhibitor for 30 
min and then seeded on a 96-well plate coated with fibronectin and incubated for 1h. The unattached 
cells were then gently washed off and the attached cells were stained with 0.05% crystal violet. The 
dye was dissolved with 50% ethanol and the absorbance at 595 nm was measured. Bars represent the 
mean ± S.E.M. (n = 6). Statistical significance was determined by Dunnett’s test (*, P<0.05; **, 
P<0.01 vs. 0 nmol/L). 
 
4.3.3. 多発性骨髄腫細胞と VCAM-1 の結合に対する
NS-018 の作用 
 
次に RPMI 8226 と接着分子 VCAM-1 の結合に対する NS-018 の作用を検討した。
RPMI 8226 細胞と NS-018 またはダサチニブまたは Ruxolitinib（0、10、100、1000、10000 
nmol/L）を 37℃、5%CO2環境で 30 分インキュベートした後、VCAM-1 をコーティング









Figure 4-3 Inhibition of cell adhesion to VCAM-1 by NS-018 
RPMI 8226 cells were treated with the indicated concentrations of tyrosine kinase inhibitor for 30 
min and then seeded on a 96-well plate coated with VCAM-1 and incubated for 1h. The unattached 
cells were then gently washed off and the attached cells were stained with 0.05% crystal violet. The 
dye was dissolved with 50% ethanol and the absorbance at 595 nm was measured. Bars represent the 
mean ± S.E.M. (n = 6). Statistical significance was determined by Dunnett’s test (*, P<0.05; **, 














いことが明らかとなっている JAK1/2 キナーゼ阻害剤 Ruxolitinib（Quintás-Cardama et al. 









ポトーシスシグナルの活性化をもたらす。NS-018 はその直接的な作用を Src キナーゼ



















に receptor activator of nuclear factor-kappaB（RANK）を発現するようになる。また骨吸
収促進作用を持つサイトカインや生理活性物質は、骨髄間質細胞に作用し、破骨細胞の
分化・活性化に必須である RANKL の発現を誘導する。前破骨細胞は RANKL を発現し
た骨髄間質細胞との相互作用により成熟破骨細胞へと分化し、活性化される。RANKL
の作用は、おとり受容体である OPG により阻害される。骨破壊性病変を有する患者の
骨髄腫細胞においてMIP-1αおよびMIP-1βの産生が亢進している（Hashimoto et al. 2004）。
骨髄腫細胞が産生する MIP-1α および MIP-1β は骨髄腫細胞の接着分子である VLA-4 を
活性化し、骨髄間質細胞の VCAM-1 との接着を高めることにより、RANKL の発現亢進
や OPG の産生抑制を引き起こす。多発性骨髄腫患者の骨髄生検検体では RANKL の発
現が亢進し、OPG の発現が低下していることが報告されている(Pearse et al. 2001)。 
SrcキナーゼはRANKLシグナルやWntシグナルを介して骨代謝に関与している（Saad 
et al. 2009、Wada et al. 2006、Almeida et al. 2005）。Src 遺伝子を欠損したマウスでは破骨
細胞活性化阻害剤による大理石骨病様の症状を呈する。（Soriano et al. 1991、Lowe et al. 
1993）またダサチニブや AZD0530 といった Src 阻害剤が破骨細胞成熟分化を抑制する
こと、破骨細胞の骨吸収作用を抑制することが報告されている（Vandyke et al. 2010、





する支持療法として臨床で使用されている Src キナーゼ阻害剤はない。 













健常人由来ヒト破骨前駆細胞（Lonza Inc.、米国）は専用培地（osteoclast precursor basal 
medium （ロンザジャパン、東京））中で、RAW264.7 細胞（DS ファーマバイオメディ
カル、大阪）は 10%FBS を含む DMEM（シグマアルドリッチジャパン、東京）中で、
37℃、5%CO2条件下で培養した。 
 
5.2.2. TRAP 染色 
 
培養 7 日目に培地を除き、4% パラホルムアルデヒド含有 PBS を加え、室温で 15 分
間静置して固定した。PBS で 2 回洗浄後、EtOH : Acetone = 1 : 1 混合液を加え、1 分間
静置して細胞を可溶化した。PBSで 2回洗浄し、Tartrate-Resistant Acid Phosphatase（TRAP）











CB-17 SCID マウス（C.B-17/Icr-scid/scid Jcl、日本クレア、東京）は 5 週齢、雌を購入





実験はすべて動物の愛護及び管理に関する法律（昭和 48 年 10 月 1 日法律第 105 号、平
成 26 年 5 月 30 日最終改正）に基づき定められた日本新薬株式会社の動物実験に関する
社内規程に従い実施した。 
 
・RPMI 8226 頸骨移植モデル作製 
多発性骨髄腫由来 RPMI8226 細胞を 10% FBS を含む RPMI 1640培地で培養し、300g、
4℃で 3 分間遠心回収後、PBS で再懸濁して 1 × 108 cells/mL の細胞懸濁液を調製した。
マウスは体重を基に SAS（Ver. 9.3、SAS Institute、米国）を用いて層別無作為化法（乱
塊法）で 3 群に群分けし、細胞懸濁液 10 µL を左右の脛骨骨髄内に過去の報告を参考に
移植した（27 Berlin et al. 2009）。翌日から溶媒または 50 mg/kg の NS-018 投与液を 1 日


























5.3.1 成熟破骨細胞形成に対する NS-018 の作用 
 
 Src キナーゼが破骨細胞の活性化に重要な役割を果たすという知見から、Src キナー
ゼ阻害作用を持つ NS-018 が破骨細胞の活性化抑制作用があると予想し、NS-018 の破骨
細胞活性化に対する作用を検証した。 
ヒト健常人破骨前駆細胞に可溶性 RANKL（66 ng/mL）と M-CSF（33 ng/mL）を添加
し分化を促すとともに、NS-018 またはダサチニブまたは Ruxolitinib（0、10、100、1000 
nmol/L）を添加した。37℃、5%CO2環境下で 7 日間インキュベートした後、TRAP 染色
を行い TRAP 陽性の成熟多核破骨細胞数を計測した。その結果、NS-018 は 100 nmol/L
で強く成熟破骨細胞の形成を阻害し、Bcr-Abl/Src キナーゼ阻害剤ダサチニブは 10 
nmol/L で完全に成熟破骨細胞の形成を阻害した。一方、選択的 JAK1/2 キナーゼ阻害剤






Figure 5-1 Osteoclasts observed at various concentrations of tyrosine kinase inhibitors.  
(A) Cells that had differentiated to osteoclasts were stained magenta by TRAP staining. The 
images were photographed under phase-contrast microscopy. Original magnification x100 for all 
panels.  
(B) Cells staining magenta with TRAP staining assay and containing more than three nuclei were 
counted as osteoclasts. Bars represent the mean  S.E.M. (n = 5). Statistical significance was 
determined by Dunnett’s test (*, P < 0.05 vs. 0 nmol/L). 




の増殖アッセイを行った。RAW264.7 細胞はヒト破骨前駆細胞と同様に RANKL によっ
て成熟破骨細胞に分化することが知られている。RAW264.7 細胞に NS-018 またはダサ
チニブまたは Ruxolitinib（0、10、30、100、300、1000 nmol/L）を添加し、3 日間インキ
ュベートした後に MTT 法にて細胞数を測定した。その結果、NS-018、ダサチニブおよ






Figure 5-2 Antiproliferative effect of NS-018 against RAW264.7.  
RAW264.7 cells incubated with the indicated concentrations of tyrosine kinase inhibitor for 3 days 





5.3.3. RPMI 8226 細胞脛骨移植モデルにおける骨量
に対する NS-018 の作用 
 
 多発性骨髄腫細胞による骨融解に対する NS-018 の作用を in vivo で検証するため、多
発性骨髄腫細胞株RPMI 8226 を CB-17 SCID マウスの脛骨内に直接注入するモデルを作
製した。このモデルでは移植後 4-6 週間で骨融解が認められることが報告されている。
（Diamond et al. 2009、Labrinidis et al. 2009）動物 24 匹を 8 匹ずつ 3 群に分け、Sham群
は生理食塩水（大塚生食注、徳島）を、Vehicle、NS-018 群は RPMI 8226 を移植した。
移植した翌日から溶媒（Sham群、Vehicle群）または NS-018（50 mg/kg、NS-018 群）を











Figure 5-3 NS-018 treatment suppresses osteolysis in mice  
with intratibial transplantation of RPMI 8226 cells.  
Hematoxylin–eosin-stained tibial sections from Sham mice (left micrograph) and myeloma-bearing 
mice (middle micrograph, vehicle-treated; right micrograph, treated with 50 mg/kg b.i.d. NS-018). 
Arrows indicate trabecular bone. Original magnification x40. In the graph showing the trabecular 
bone area as a percentage of the total tissue area, bars represent the mean  S.E.M. (Sham, n = 15; 
vehicle or NS-018 treated, n =11). Statistical significance was assessed by Student’s t-test (**, P < 





5.3.4. RPMI 8226 細胞脛骨移植モデルにおける活性
化破骨細胞数に対する NS-018 の作用 
 
 次に Vehicle 群と NS-018 群の脛骨切片で TRAP 染色を行った。活性化破骨細胞数を
計測し、Vehicle 群と NS-018 群を比較した。その結果、Vehicle群で多く認められた活性
化破骨細胞は NS-018 群では減少していることが明らかとなった（Figure 5-4）。採取の
際に骨端が折れてしまった骨は計測から除外した。 
 
Figure 5-4 NS-018 treatment suppresses the number of osteoclasts in mice with intratibial 
transplantation of RPMI-8226 cells.  
TRAP-stained section of tibia from myeloma-bearing mice (left micrograph, vehicle-treated; right 
micrograph, treated with 50 mg/kg b.i.d. NS-018). The arrow indicates a TRAP-stained osteoclast. 
Original magnification x200. In the graph showing the numbers of osteoclasts per millimeter lining 
the bone surface, bars represent the mean  S.E.M. (vehicle-treated, n =10; NS-018-treated, n = 9). 









 本章では NS-018 が破骨細胞の成熟分化を抑制する作用を持ち、骨髄中において多発
性骨髄腫細胞株による骨融解作用を抑制することが示された。 
 まず 5.3.1 における検討結果より、NS-018 は破骨細胞の成熟分化を抑制する作用を
持つことが示された。なお 5.3.2.において、細胞が異なるが NS-018 は破骨前駆細胞に
対し細胞死誘導作用を持っていないことが示されたため、5.3.1.の結果は NS-018 が破
骨前駆細胞に対して細胞死を誘導しているのではなく、成熟分化を抑制しているもの
と考えられる。また JAK1/2 キナーゼ阻害剤であり、Src キナーゼ阻害作用を有してい
ない Ruxolitinib では成熟分化抑制作用は認められなかったことから、NS-018 の作用は
Src キナーゼを介するものと考えられる。なお、抑制作用が NS-018 と比べてダサチニ
ブで 10 倍以上強かったが、ダサチニブの酵素を用いた in vitro アッセイ系における Src
キナーゼ阻害作用は IC50値が 0.6 nM と報告されている（藤井裕 他, 2009）。一方、
3.3.1.において NS-018 の Src キナーゼに対する IC50値は 12 nM であった。実験条件が
同じでないため単純に比較は出来ないが、10 倍以上ダサチニブの Src キナーゼ阻害剤
が強いことが示唆される。よって、5.3.1.における検討においてもダサチニブが強く抑
制したと考えられる。 
 多発性骨髄腫細胞株である RPMI 8226 細胞は MIP-1 や TNFα、IL-1β、RANKL といっ
た破骨細胞活性化サイトカインを産生し、マウスの脛骨内に RPMI 8226 を投与すると、
骨融解を引き起こす（Diamond et al. 2009、Labrinidis et al. 2009）。本研究においても、
RPMI 8226 による海綿骨の骨融解が認められ、その骨融解は NS-018 投与によって抑制
された。さらに、NS-018 投与によって活性化破骨細胞が減少した。一方、5.3.3.におけ
る HE 染色の結果から計測はしていないが核が大きくて偏在している細胞（RPMI 8226）
は減少していないようであった。これは、2.3.6.の検討において RPMI 8226 に対する NS-
018 の増殖抑制作用は認められなかった結果と一致する。Chapter2 で考察したとおり、
RPMI 8226 細胞の増殖は IL-6 に非依存であるためだと考えられる。これらのことから、
マウスモデルにおける NS-018 による骨融解抑制作用はがん細胞の増殖を抑制したため
ではなく、活性化破骨細胞の減少作用によるものと示唆される。活性化破骨細胞の減少
は 5.3.1.の検討結果のとおり Src キナーゼ阻害による破骨細胞の分化成熟抑制作用によ






Heusschen らはマウス多発性骨髄腫細胞株をマウスに移植したモデルにおいて Src キ
ナーゼ阻害剤サラカチニブが骨融解を抑制したことを報告している（Heusschen et al. 
2016）。一方、ヒトの多発性骨髄腫細胞株をマウスに移植して Src キナーゼ阻害剤の薬
効を示したのは本検討が初めてである。なお、2.3.6.の検討で NS-018 による増殖抑制作













促進する。（Lee et al. 2010、Id Boufker et al. 2010、Yang et al. 2010）本研究において骨芽





































る。NS-018 は他の JAK キナーゼ阻害剤での治療において不耐容または再発・難治と
なった骨髄線維症患者に対し有効性を示すことが報告され、悪性度の高い骨髄線維症
に対する新規薬剤として期待されている（Verstovsek et al. 2016）。また、NS-018 が骨
髄異形成症候群患者のうち高リスク患者由来細胞に対し増殖を抑制し、リン酸化
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